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@ utilisation du caselnoglycopeptide k pour la fabrication d'une composition, notamment d'un 
medicament, pour la prevention et le traltement des thromboses, 

@ L'invention a pour objet rutilisation du caselnoglycopeptide x ou GGP, notamment de lait de vache. de 
brebis. de c^vre ou humain, pour la fabrication d'une composition, notamment d'un medicament pour la 
prevention et/ou le traitement des tliromboses. 

Un medicament de ce type peut avantageusement se presenter sous fonme lyophilisee destinee h {'injection, 
apr^s dissolution dans un solvant compatible, ou sous forme de nanoparticules enfenmees dans des geiules. 

Application h la prevention et au traitement des thromboses. 
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Utilisation du caselnoglycopeptide x pour fa fabrication d'une composition, notamment d'un medica- 
ment, pour la prevention et ie traftement des thromboses, 

l_a presente invention a 4te faite au Laboratoire des Prot^ines de TUnlversite de Pgiris V, Laboratoire 
associd au Centre National de la Reclierche Scientifique N* UA 1188 en collaboration avec Tlnstitut des 
Vaisseaux et du Sang. 

L'invention conceme la prevention et Ie traitement des thromboses. 
5 Elle a plus particulierement pour objet Tutilisation du cas^inoglycopeptide notamment de lait de 
vache, de brebis. de chfevre ou de femme, pour la fabrication d'une composition, notamment d'un 
medicament pour la prevention et Ie traitement des thromboses. 

Lors de la phase primaire de la coagulation du iatt la chymosine (EC 3.4.23.4) scinde spdcifiquement 
une liaison entre deux actdes amines & rint^rieur de la cas^ine x de vache. h savoir la liaison entre la 
10 phenylalanine et !a methionine correspondant aux residus 105-^106. II y a alors liberation du cas^inoglyco- 
peptide x ou CGP (partie C-terminale de la caseine * ; residus 106—169), egalement appel^ cas^lnomacro- 
peptide. 

Ce cas^inoglycopeptide x qui est done un peptide naturel, s'obtient Egalement par d'autres traitements 
de la casSine entiSre. par exemple par traitement chimique ou par la chaleur. Lors de la digestion du lait. Ie 
15 caselnoglycopeptide x est Ie premier peptide iibere a rinterieur du comptexe appele caseine enti&re (asi. 

Dans rarticle reference Eur, J. Biochem. 158, 379-382 (1986). Pierre JOLLES, Sylviane LEVY- 
TOLEDANO, Anne-Marie RAT. Claudine SORIA Dieter GILLESSEN. AnniclTTHOMAIDIS, Fred W.DUNN et 
Jacques P. CAEN ont 6tudie, entre autres. Taptitude de trois fragments du caseinoglycopeptide x de lait de 

20 vache. & savoir les fragments 106-*112, 113—116 et 106—116 obtenus soit par digestion du CGP par la 
trypsine (EC 3.4^1,4) soit par synthese. en ce qui concerne leur aptitude h inhiber In vitro Tagrdgation 
plaquettaire et ou la liaison du fibrinogene aux plaquettes. 

Les resultats qu'ils ont ainsi obtenus sent tr^s variables d'un peptide & Tautre. AInsi ont-ils pu observer 
quVn vitro Ie undecapeptide 106—116 du caseinoglycopeptide x de lait de vache Ihhibe tant la liaison du 

25 fibrinogene aux plaquettes que Tagr^gation de ces demiSres. En revanche. Ie heptapeptide contenant les 
residus 106—112 peut §tre considere comme n'Inhibant pas Tagregation plaquettaire, tandis que Ie 
tetrapeptide contenant les residus 113—116 n'est que tres faiblement Inhibiteur de Tagregation plaquettaire, 
Au surplus, ni I'un ni I'autre de ces peptides n'inhibe la liaison du fibrinogene aux plaquettes, du moins aux 
memos concentrations que Ie undecapeptide 106—116 qui, rappelons Ie, est constitue de la combinalson 

30 de ce hepta- et de ce tetrapeptide, 

Ces resultats apparemment contradictoires, ou pour Ie moins disparates, qui plus est obtenus seule- 
ment In vitro sur des fragments peptidiques du CGP, ne pouvafent aucunement laisser prevoir que Ie 
caseinoglycopeptide *, notamment de lait de vache, de brebis. de chevre ou de femme pourrait presenter 
une activi^ antithrombotique In vivo , et ced d'autant moins qu'il est bien connu de I'homme du metier 

35 que Tactivite d'un compost sur la fonction plaquettaire, en particuiier In vitro , n*implique pas obligatoire- 
ment une activite antithrombotique In vivo , 

Cect est confirm^ notamment par Ie fait que la SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. qui cherchalt & 
valoriser les caseinoglycopeptides x d'origine bovine, caprine ou ovine n'a, dans sa demande de brevet EP 
0 283 675 deposee le 29 Janvier 1988 et revendiquant la priority d'un depot ant^rieur en Suisse du 26 

40 fevrier 1987. c'est-3i-dire posterieur k la date de publication de Tarticle de Pierre JOLLES et coll. mentionne 
d-dessus, fait aucune reference une ^ventuolle activity antithrombotique de ces composes, Les activites 
anti-plaque et anti-carie dentaires d^crites In vitro dans cette demande de brevet, et dont I'application est 
revendiqu^e. n'ont rien a voir avec une activity antithrombotique In vivo, 

De m§me, la demande de brevet EP 0 291 264 de la societe SNOW BRAND MILK PRODUCTS CO. 

45 LTD, deposee le 9 mai 1988 et revendiquant la priority d'une demande de brevet japonaise du 15 mai 
1987, qui conceme un precede industriel de production de glycomacropeptide de caseine x. ne fait aucune 
reference k une eventuelle application de ce glycopeptide k la prevention ou au traitement des thromboses. 
EKe fait seulement reference & I'utilisation connue du glycomacropeptide de la caseine x en tant qu'agent 
protecteur centre I'infection et revendique I'utilisation du glycomacropeptide de la caseine x . obtenu par le 

50 proc^dd qu'elle decrit pour la preparation d'un agent anorexiant utilisable dans des "programmes" de 
controle du poids. 

Les demandeurs ont maintenant ^tabli que le caseinoglycopeptide de caseine x, appele ci-aprfes CGP. 
notamment de lait de vache, de brebis. de chfevre ou de femme. agit non seulement sur certaines fonctions 
plaquettaires In vitro mais encore presente une activity antithrombotique In vivo. 
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Plus predsement, I'activite sur les fonctions plaquettaires a 6i6 etudiee in vitro en ce qui conceme 
rinhibftion de I'agr^gation des plaquettes provoquee par TADP Cagregation k TADP"). rinhibition de la 
liaison du fibrinogfene aux plaquettes provoquee par I'ADP ("liaison du fibrinogene h TADP"), rinhibition de 
Tagiegation des plaquettes provoquee par la thrombine ("agregation h la thrombine") et rinhibition de la 
5 reaction provoquee par la thrombine ("reaction de secretion h la thrombine") c'est-Si-dire la liberation d'un 
des constrtuants du granule dense (s^rotonine). t^moin de ractivation plaquettaire. 

Cette activity du CGP sur les fonctions plaquettaires a 6i6 compar^e h celle de la cas^ine x et de la 
paracaseine jr . II est rappelS k ce propos que la caseine x foumit, sous Taction notamment de la 
chymosine. la paracaseine x (fragment 1-*105) et le casdinoglycopeptide K ou CGP (fragment 106—169). 
10 Les essais effectues sont d^crits plus en detail dans la partie experimentale du present memoire, 

Dans tous les essais effectu6s. la paracaseine x est inactive. La caseine x inhibe seulement TagrSgation 
h la thrombine et la reaction de sScrStion k la thrombine (inhibition de 50 % k une concentration 10 uM 
dans chaque cas). Le CGP provoque les mgmes inhibitions, aux memos concentrations mais est egalement 
capable de provoquer, k une concentration 250 uM, une inhibition de 50 % de Tagrdgation k I'ADP, alors 
75 que la casdine x est inactive dans cet essai. 

Par aiileurs ,1'activite antitiirombotique in vivo a et§ d^montree chez le rat et le cobaye selon un 
protocole classtque. explicite dans la partie experimentale qui suit 

L'invention a done pour objet I'utilisation du caseinoglycopeptide notamment de lait de vache, de 
brebis, de chevre ou de femme, pour la fabrication d'une composition, notamment d'un medicament pour 
20 la prevention et le traitement des thromboses. 

Comme il a ^te indique plus haut, le caseinoglycopeptide notamment de lait de vache, de brebis, de 
chevre ou de femme. peut etre obtenu par differents proc^d^s connus de la litt^rature. et en particulier 
selon la technique d^crite dans la partie experimentale du present m6moire et qui peut se resumer comme 
suit 

25 Du lait delipide est soumis k une dialyse centre de Teau pour en retirer les sels et les sucres libres. Le 
pH du lait ainsi traite est amend au point Isoelectrique (4,6) au moyen d'un adde tel que HCI M, le lait est 
ensuite avantageusement chauffd moder6ment (a environ 40 'C) pour augmenter la precipitation de la 
caseine puis centrifuge, par exemple Si 3000 tours/minute, pour separer la caseine. 

La caseine, notamment apres lyophilisation. est mise en solution k pH 6,8 , par exemple dans du 

30 tampon pyridine 0.2N/acide acetique. Elle est ensuite digeree par un enzyme tel que la chymosine. Lorsque 
Taction de Tenzyme est terminee, le melange est traite par un adde tel que Tacide trichloroacetique, ce qui 
provoque la formation d'un precipite. Le sumageant qui contient le CGP est separe par centrifugation. Le 
sumageant de centrifugation est k son tour filtre et lave Tetiier. La phase aqueuse purifiee contient le 
CGP qui peut etre conserve k I'etat lyophilise. Dans certains cas. notamment dans le cas du caseinoglyco- 

35 peptide X de l^ut humain. une purification supplementaire. notamment par chromatographie sur colonne 
echangeuse d'anions, peut 6tre avantageuse, voire necessaire. 

Un processus analogue peut s'appliquer k la separation de tout autre caseinoglycopeptide x de lait de 
mammiffere. 

La composition, notamment le medicament faisant I'objet de Tinvention, peut etre obtenue en Incorpo- 
40 rant le CGP dans une forme, notamment pharmaceutique, convenable en presense d'excipients et^ou 
diluartts inertes et eventuellement d'autres prindpes actifs. 
En tant que formes pharmaceutiques. on peut dter : 

- les fonmes pharmaceutiques convenant k Tadmlnistration par voie intraveineuse, telles que la forme 
lyof^ilisee reconstituee dans un solvant compatible tel qu'une solution aqueuse sterile et apyrogene de 

45 chlorure de sodium k 9 %o, et 

- les formes pharmaceutiques convenant k Tadministration par voie orale telles que des geiules, notamment 
gastroresistantes, des nanosph^res , des nanoparticules et des liposomes. 

Les nanospheres contenant le CGP sont avantageusement constituees d'une ou plusieurs matidres 
permettant au CGP de passer la barriere digestive, telles que par exemple I'isobutylcyanoacrylate. 
so Lbs geiules qui peuvent contenir de telles nanospheres peuvent avantageusement etre constituees 
d'une matiere gastroresistante telle que I'acetophtalate de cellulose ou une resine methacrylique. 

D'autres fonries pharmaceutiques et d'autres voies d'administration peuvent etre envisagees, sur la 
base des connaissances usuelles de I'homme du metier en la matiere. 

Les medicaments selon l'invention peuvent etre utilises dans la prophylaxie et/ou le traitement des 
55 thromlx>ses. 

Dans le cas de la prophylaxie des thromboses, la posologie usuelle chez I'adulte est avantageusement 
de 15 a 30 mg/kg de poids corporel, 2 fois par jour par voie intraveineuse, et de 60 S 100 mg/kg de poids 
corporel, 2 fois par jour par voie orale. 
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Compte tenu de I'absence de toxicite du CGP, ces posologies peuyent etre depassees si besoin est 
Elies peuvent aussi etre diminuees, suivant la sensibilite et/ou la tolerance du patient. 

Dans le cas du tfBitement des thromboses, la posologie usuelle chez Tadulte est avantageusement de 
30 ^ 50 mg/kg de poids corporal, par jour, par vole intraveineuse continue, et de 50 til 00 mg/kg de potds 
5 corporel. 2 fois par jour, par voie orale. 

Ici encore, ces posologies moyennes peuvent etre augment^es ou dimtnuees selon Tetat k traitor, par 
exemple. 

Les exempies non limitatifs dont la description suit sent destines h illustrer Tinvention. 

10 

PARTIE EXPERIMENTALE 



75 I Preparation : 

1) Preparation des caseines de vache, de brebis, de chfevre ou de femme. 

20 Du lait de vache, de brebis, de ch^vre ou de femme est conge!6 k -20* C. Lors de la preparation de la 
caseine, le lait est decongele et quelques gouttes de toluene sent ajoutees pour eviter la proliferation des 
bact^ries. Pour retirer les graisses, le lait est centrifuge pendant une heu*^ a 3000 tours^min. Le lait est 
ensuite refroidi S 4* C et maintenu 3 heures k 4* C. Une filtration sur coton permet de separer les graisses 
du lait d^lipide. Une dialyse contre de Teau permet de retirer les sels et les sucres libres du l^t Le pH du 

25 lait est abaisse jusqu'au point Iso^Iectrique de la caseine, h savoir 4,6 , au moyen de HCI M. Pour 
augmenter la quantite du precipite, la temperature est elev^e Si 40'C pendant une demi-heure. Une 
centrifugation k 3000 tours-min pendant une demi-heure separe la caseine des autres constituants du lait 
La caseine est ensuite lavee avec de Teau distillee puis recentrifugee. toujours i 3000 tours/min pendant 
une demi-heure. Le precipite qui correspond h la caseine est lyophilise. 

30 

2) Preparation des caseinoglycopeptides x de vache, de brebis. de chevre ou de femme. 

La caseine (2 %) est mise en solution dans un tampon pyridine 0,2N/acide acetique M, pH 6,8. La 
35 digestion enzymatique de la caseine est realisee grace a la chymosine (&'S = 1/2000) (Sigma) pendant une 
heure trente k 37* C, On ajoute de I'acide trichloroacetique jusqu'Si une concentration finale de 12 %, Un 
precipite se fonme apres 18 heures k 4* C. Le caseinoglycopeptide x se trouve dans le sumageant et est 
separe du precipite par centrifugation pendant 2 heures k 3000 tours/min. Le sumageant est recueilli aprfes 
passage sur verre fritte. Pour eliminer I'acide trichloroacetique dans le sumageant, on effectue des lavages 
40 k Tether. Le sumageant qui contient le caseinoglycopeptide x est ensuite lyophilise. 

Pour le caseinoglycopeptide x de femme. une etape suppiementaire pour la purification est necessaire. 
Elle consiste en une chromatographie sur une colonne echangeuse d'anions (HR 16/10 Mono Q, Pharma- 
cia), k I'aide d'un appareil FPLC (Fast Perfonmance Liquid Chromatography) de la societe Pharmacia 
L'eiuant A. dans Tessai effectue, etait constitue d'une solution tampon Tris-HCI 0.04M. pH 7.6 puis un 
45 gradient contenant la solution A et du NaCI M a ete ajoute progressivement La fraction correspondant au 
caseinoglycopeptide x a ete desalifiee sur une colonne de filtration de Sephadex ® G-25 (1900 x 25 mm) 
(Phanmada) avec de Tacide acetique k 30% comme eiuant Le caseinoglycopeptide x a ensuite ete 
lyophilise. 

50 

3) Analyse des caseinoglycopeptides x de vache, de chdvre, de brebis et humain. 

Les sequences de ces differents caseinoglycopeptides x ont ete decrites dans la litterature scientifique. 
k savoir : 

55 - caseinoglycopeptide x de vache : J. Jollfes et coll., FEBS letters 30 (1973) 173-175; 

- caseinoglycopeptide x de brebis : J. Jolles et coll., Biochim. Biophys. Acta 365 (1974) 335-343; 

- caseinoglycopeptide x de chevre : J.C. Mercier et coll.. Biochimte, 68 (1976) 1303-1310; 

- caseinoglycopeptide x humain : J.M. Chobert et coll., FEBS Letters, 72 (1976) 173-178. 
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fiiprbs hydrolyse totale par HCI 6N + mercapto-2-4thanol au 1*'2000 pendant 18 heures k 110*C sous 
vide, on a v6rifi§ que les compositions en acldes amines (residus/mole) ^talent bien celles attendues (voir 
le tableau I qui suit). 

TABLEAU I 





Composition en acides amines des 


cas^ i nog lycopeptides 


X (r^sidus /mole) 




Vache 


Brebis 


Humain 


Chfevre 


Asp 


c 
O 


/ 


o 
o 


/ 


Thr 


12 


10 


14 


11 


Ser 


6 


7 


4 


8 


Glu 


10 


9 


6 


9 


Pro 


8 


7 


11 


6 


Gly 


1 


0 


0 


0 


Ala 


5 


10 


7 


9 


Val 


6 


6 


6 


5 


Met 


1 


1 


0 


1 


lie 


6 


5 


10 


6 


Leu 


1 


0 


0 


0 


Phe 


0 


0 


1 


0 " 


Lys 


3 


3 


3 


3 


His 


0 


1 


0 


1 



La sequence N -terminale de ces quatre casdinoglycopeptides x a ete determin^e et a permis de 
verifier la purete de ces produits. 

Caseinoglvcopepttde 

Vache: Met - Ala - He - Pro - Pro - Lys - Lys - Asn - Gin - Asp - Lys 



Brebis: Met - Ala - He - Pro - Pro - Lys - Lys - Asp - Gin - Asp - Lys 



Chevre: Met - Ala - He - Pro - Pro - Lys - Lys - Asp - Gin - Asp - Lys 



Femme: He - Ala - He - Pro - Pro - Lys - Lys - He - Gin - Asp - Lys 



II - Etude biochimique 

1) Dur^e de vie du cas^inoglycopeptide x de vache dans le plasma a 37* C 
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100 ug de caseinoglycopeptide x de vache ont 6t§ introduits dans 100 ul de plasma de rat et incubus 
a 37* C pendant differents tennps (0. 1 min, 5 min, 15 min. 30 min. 45 min. 1 h, 1 h15 et 1 h30). II a ete 
ajoute dans chaque tube, a la fin de Tincubation. de Tacide perchlorique k la concentration finale de 6%. Un 
pr^cipit^ s'est forme et une centrifugation de 15 min k 5000 tr/min a permis de separer le surnageant du 

6 prdcipite. 20 ul de surnageant ont ete chromatographies par HPLC sur un appareil Waters avec une 
colonne de phase Inverse RP 300 (4.6 x 220 mm. Brownlee Labs). Le d^brt ^talt de 1 ml. Les conditions 
d'elution ont ete les suivantes : pendant 10 min du solvant A (acide trifluoroacetique h 0.1% dans Teau) a 
^t^ utilise seul puis un gradient lineaire constituS de so|vant A et de solvant B (acide trifluoroacetique h 
0,1% dans rac^tonitrile) a 6xe ajoute progressivement pendant 60 min. 

10 Le caseinoglycopeptide x de vache a 6x6 6\u6 h 40% de solvant B et d6tect§ h 220 nm. Le plasma seul 
traits dans les memes conditions a montre qu'aucun pic n'etait detecte au meme niveau que celui du 
caseinoglycopeptide II a ete trouve que la surface du pic du caseinoglycopeptide x etait identique aux 
temps 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min et 1h. II a ete observe ensuite une diminution du pic de Tordre 
de 15% k 1h 15 et de 30 % h 1h 30. 

15 On en conclut que le caseinoglycopeptide x de vache est stable dans le plasma pendant 1h et 
qu'ensuite il y a une degradation lente. 



2) Identification du caseinoglycopeptide x de vache dans le plasma apres son injection in bolus, in vivo, 
20 Chez le rat 

II a ete injecte dans la verge du rat in bolus du caseinoglycopeptide-de vache k raison de 5 mg/kg 
d'animal. Des prelevements de sang ont etS effectues k differents temps et ont ete centrifuges k 2000 
tr/min pendant 15 min afin d'obtenir le plasma. On a recherche dans le plasma, par HPLC. dans les memos 
25 conditions que celles decrites sous II 1). le pic correspondant au caseinoglycopeptide x qui a ete retrouve k 
1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 45 min. Ih, 1h 15 et 1h30, Cependant la surface du pic etait deux fois plus 
importante k 1 min c\u*k 5 min. 

On a observe ensuite une legfere diminution de ce pic au cours du temps (entre 1 min et 90 min). 

Pour identifier reellement le caseinoglycopeptide x dans le plasma, le pic d'HPLC correspondant k 
30 I'emplacement du caseinoglycopeptide x preleve sur les plasmas recueillis k 1 min et k 90 min aprfes le 
bolus a ete sequence et. dans les deux cas, on a retrouve la sequence des 10 premiers acides amines du 
caseinoglycopeptide x de vache. soit : 

Met - Ala - He - Pro - Pro - Lys - Lys - Asn - Gin - Asp 

35 . . . , 

^ ^ 

Cependant la quantite du caseinoglycopeptide x de vache etait plus faible pour le plasma recueilli 90 
min aprfes le 6o/t/s que pour celui k 1 min. 
^ On en conclut que le caseinoglycopeptide x de vache, injecte In bolus chez le rat. est retrouve intact, 
sans hydrolyse, dans le plasma pendant au moins 90 min. 



Ill - E tude pharmacologique 
45 ' 

1) Etude pharmacologique comparative in vitro de I'activite du CGP sur les fonctions plaquettaires. 

L'action de la chymosine sur la caseine x de vache donne naissance k deux peptides : la paracaseine x 
^ (1—105) et le caseinoglycopeptide x ou CGP(106— 169), 

Ces trois produits ( caseine x. paracaseine x et CGP) ont ete testes sur Tagregation des plaquettes 
humaines k TADP et k la tiirombine. sur la fixation du fibrinogfene en presence d'AOP et sur la reaction de 
secretion. 

Le tableau II qui suit resume les resuitats obtenus avec ces trois produits. La caseine x n'inhibe ni 
I'agregation k TADP, ni la liaison du fibrino gfene. Elle inhibe I'agregation k la thrombine ainsi que la 
reaction de secretion avec une CI so (concentration inhibant 50 % de I'agregation par rapport au temoin) 10 
uM environ. La paracaseine x n'a aucun effet sur aucune des fonctions plaquettaires testees. 

Le caseinoglycopeptide x inhibe Tagregation k I'ADP, La concentration inhibitrice ^ 50 % (CI so) se 
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situe autour de 250 uM. A cette concentration, aucune inhibition de la liaison du fibrinog^ne n'est obtenue. 

Ce casdinoglycopeptide est egalement un inhibiteur tres puissant de Tagregation a la thrombine ainsi 
que de la reaction de s^cr^tion, puisque la concentration inhibitrice ^ 50 % se situe autour de 10 iiM. 

TABLEAU II 



Effets compares de la cas^ine de la paracaseine x et du CGP sur differentes fonctions 




plaquettaires. 








Agr^gation k 


Liaison du 


Agregation a la 


Reaction de 




TADP 


fibrinogfene & 


thrombine 


secretion a la 






TADP 




thrombine 


Cas^ine x 






10 uM 


10 uM 


Paracaseine x 










Cas^inoglycopeptide ou CGP 


250 uM 




10 uM 


10 uM 


Notes : Les valeurs indiqu^es correspondent aux concentrations des produits que induisent 50 % 


d'inhibition des differentes fonctions. 








— : pas d'inhibition. 











2). Etude pharmacologiqe in vivo : effet du CGP sur la thrombogenese chez le rat 

L'action du caseinoglycopeptide x (CGP) de vache a ete etudi^e in vivo, chez le rat 

A Methode 

a Thrombose exp6rimentale 

in vivo , dans le module utilise, la thrombog^nese est induite par une lesion de Tendotheiium des 
arterioles du m^sentere de Tanimal. par un rayon laser colorant, pompe par un laser azote puls^. Le 
ph^nomene de thromfcKJse est un phenomene cyclique rSp^titif. Plusieurs vaisseaux sent Studies aprfes une 
Injection i.v. du peptide h tester. Chaque vaisseau est observe 15 minutes durant lesquelles on compte le 
nombre de thromboses formees. Uexperience dure au total environ 1h30 aprfes rinjection i.v, du peptide, 

b. Animaux 

Les animaux utilises sent des rats males de race Sprague-Dawley. d'environ 500g. 

B. R^sultats : Thromtx5se experiment£de induite 

lis peuvent etre estimds grace k deux param^tres : 

- le pourcentage d'inhibition du ph^nomfene de thrombogenfese; celui-ci etant en general ^ son maximum 
pendant les 20 min suivant rinjection i.v. ; 

- le temps d'action du peptide durant lequel on observe encore un pourcentage d'inhibition de la 
thrombogen^se significatif par rapport au temoin. 

Chez le rat ^ 0.5 uM/kg (5000 ug/kg) on observe un effet antitiirombotique significatif: 1,4 
thromboses/15 min pendant les 20 premieres minutes d'observation (temoin : 4 thromboses/1 5min), soit 
65% d'inhibition du phenom&ne de tiirombogenfese. Cet effet reste significatif jusqu'k 1h30 apr&s I'injection 
i. V. du CGP. 
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3) Etude pharmacologique in vivo : effet du CGP sur la thrombogenese chez te cobaye. 

L'etude in vivo du CGP du lait de vache sur le rat a ete approfondio par une etude similatre sur le 
cofc>aye. On a etudie non seulement I'effet du CGP du Fait de vache mais aussi des differents CGP Issus du 
5 lait de brebis. de ch^vre et humain. 

Les CGP ont et6 testes k une ou deux doses : 
- 0.5 mg/1<g soit 0.05 uM/Wg 
' 1 mg/kg sort 0,1 uM/kg 



A. Methode 



a) Thrombose experimentale 

15 

On a precede de fagon identique k ce qui a 6t6 fait chez le rat & savoir : lesions de ('endothelium et 
thromboses induites par un laser colorant, pomp6 par un laser azote pulse. 



20 b) Animaux 

Les animaux utilises sent des cobayes males de race Dunking-Hartley tfenviron 400 g. 



25 B. R^sultats 

Les resultats obtenus sont resumes dans le tableau 111 qui suit 

TABLEAU 111 

30 



PEPTIDE 


CGP 
BREBIS 


CGP 
HUMAIN 


CGP 
CHEVRE 


CGP 
VACHE 


dose (mg^kg) 


0.5 1 


0.5 1 


0,5 1 


0.5 1 


inhibition maximum (%) 


46 70 


40 90 


NT 45 


NT 50 


duree d'action (min) 


100 100 


60 100 


NT 40 


NT 100 


NT : non teste 



40 



IV Exemples de preparations pharmaceutiques : 

45 

A- Exemple de preparation pour injection intraveineuse : 

On prepare deux flacons k melanger extemporanement : 
60 - un flacon A contenant de 100 a 300 mg d'une preparation sterile et apyrogene de caseinoglycopeptide x 
lyophillsee. et 

- un flacon B contenant une solution sterile et apyrogene de chlorure de sodium S 9 pour mille. 

Au moment de Temploi. le flacon B est repris sterilement dans une seringue puis introduit dans le 
flacon A; la dilution du caseinoglycopeptide x y est instantan^e. Le caseinoglycopeptide x en solution est 
55 repris dans la seringue et par un changement de tubulure. utilise tel quel pour I'injection au malade. selon 
une dose adaptee au poids du matade. 



8 
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B - Exemple de preparation pour absorption per os : 

Le cas^inoglycopeptide x est enrob^ dans des nanoparticules d'isobutylcyanoacrylate pour lui permet- 
tre de passer la barridre digestive. 
5 Pour 6viter Tacidite gastrique, la suspension de nanoparticules est lyophilis^e et enrobde dans des 
g^lules d'ac^tophtalate de cellulose ou dans une r^sine m^thacrylique. 

Les g^lules sont dosdes ^ 1 00 mg de cas^inoglycopeptide x. 

La prise est adaptee au poids du malade. Elle est rSpartie sur la journ^e en faisant attention aux prises 
mddicamenteuses, par rapport aux prises alimentaires. 



Revendicatlons 



1 . Utilisation du caseinoglycopeptide x ou CGP, notamment de lait de vache, de brebis. de chfevre ou 
15 humain. pour la fabrication d'une composition, notamment d'un medicament, pour la prevention et/ou le 

traitement des thromboses. 

2 . Utilisation du caseinoglycopeptide x ou CGP, notamment de lait de vache. de brebis. de ch§vre ou 
humain, pour la fabrication d'un medicament pour la prevention et/ou le traitement des thromboses. 

3 . Utilisation selon la revendication 2, pour la fabrication d'un medicament utillsabie dans la prevention 
20 des thromt)oses, k une posologie de 1 5 a 30 mg/kg de poids corporel, 2 fois par jour par voie intraveineuse 

, ou pour le traitement des thromboses, k une posologie de 30 ^ 50 mg/kg de poids corporel, par jour, par 
voie intraveineuse continue, 

4 . Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que le medicament se presente sous forme 
lyophilisee, pour etre reconstitue dans un solvant compatible, de preference une solution aqueuse sterile et 

25 apyrogene de chlorure de sodium k 9%o. 

5 , Utilisation selon la revendication 2, pour la fabrication d'un medicament utilisabie dans la prevention 
des thromboses, h une posologie de 50 ^ 100 mg/kg de poids corporel, 2 fois par jour, par voie orale, ou 
dans le traitement des tiiromboses. k une posologie de 50 ^ 100 mg/kg de poids corporel, 2 fois par jour, 
par voie orale. 

30 6 . Utilisation selon la revendication 5. caracterisee en ce que le medicament se presente sous forme 
de geiules, de preference gastroresistantes, de nanospheres ou de liposomes. 

7 . Utilisation selon la revendication 6. caracterisee en ce que les nanospheres contenant le caseinogly- 
copeptide *: ou CGP sont constituees d'une ou plusieurs matieres gastroresistantes pemiettant au CGP de 
passer la baniere digestive et comprenant de preference de I'isobutylcyanoacrylate, 

35 8 . Utilisation selon la revendication 6, dans laqueile les geiules qui contiennent de preference des 
nanosphSres selon la revendication 7, sont constituees d'une matiere gastroresistante, de preference 
d'acetophtalate de cellulose ou d'une resine metiiacrylique. 

9 . Utilisation selon la revendication 3 ou 4. caracterisee en ce que Ton prepare deux flacons k 
melanger extemporanement : 

40 - un flacon contenant 100 Si 300mg d'une preparation sterile et apyrogdne de caseinoglycopeptide x ou 
CGP, lyophilisee; et 

- un flacon contenant une solution sterile et apyrogSne de chlorure de sodium k 9 pour mille. 

10 , Utilisation selon Pune des revendications 5 k 8, caracterisee en ce que Ton enrobe le caseinoglyco- 
peptide X ou CGP dans des nanoparticules d'isobutylcyanoacrylate, on lyophilise la suspension de 

45 nanoparticules et on I'introdurt dans des geiules d'acetophtalate de cellulose ou dans une resine methacryli- 
que, chaque geiule contenant 100 mg de CGP. 



50 
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